


































































































































































































































































































































































industry,  responsible  for  significant morbidity  and mortality  and  subsequent 
economic losses. It also represents a potentially significant risk to public health 
as a  source of  zoonotic  infection and also as a  source of antibiotic  resistance 
and other virulence genes.   
 








and  poultry meat  production  is worth  £1.89billion.  Additionally,  the  UK  egg 
production  industry  is valued at £559million. The overall rate of condemnation 
at  slaughter  for broilers  is 1%, of which 43% are  for  reasons  related  to APEC 
infections (Yogaratnam 1995).  
 
APEC also has substantial  impact on  layer  flocks with between 1‐8% of a  flock 
can be lost to salpingitis annually (Cumming 2001) and egg production can drop 







Escherichia coli  is a Gram‐negative, motile  rod‐shaped  facultative anaerobe  in 
the family Enterobacteriaceae.  
 
E.  coli  is  found  as  part  of  the  normal  intestinal microflora,  it  resides  in  the 
mucus layer in the colon and caecum regions of the large intestine. Colonization 
occurs within hours of birth, not just in humans but in all warm‐blooded animals 
and  some  reptiles  (Smith 1965). Whilst E. coli are able  to  reside  in water and 




the full sequence being published  in Science  in 1997 (Blattner et al. 1997). It  is 
often  used  as  a model  organism,  as  a  laboratory workhorse  for  recombinant 
DNA technology, and in biotechnology for production of proteins due to its well 





























children  and  the  elderly  (Abba  et  al.  2009).  The World  Health  Organisation 
estimated  in 2000  that diarrhoea  illness accounted  for 3.6% of global deaths, 
Figure 2 shows the global mortality rates for children under 5 in 2010 (Mathers 
et al. 2002; Croxen et al. 2013). Some pathotypes such as enteropathogenic E. 

















ExPEC  are  able  to  live  harmlessly  in  the  gut  environment  of  the  host,  only 
causing disease when the bacteria  leave the environment of the gut and enter 
an  extra‐intestinal  site  such  as  the  urinary,  reproductive  tract  or  respiratory 
tract.  This  can  happen  if  the  gut  wall  is  perforated,  if  the  bacteria  are 
aerosolized  and  inhaled,  if  the  bacteria  ascend  the  urinary  tract,  or  via 
translocation in stressed birds (Dominick and Jensen 1984).  
 












Extra‐intestinal  pathogenic  E.  coli  frequently  live  quite  harmlessly  in  the 
gastrointestinal  tracts  of  their  hosts  without  causing  disease.  Indeed,  it  is 
possible  that  they  are more  successful  at  colonizing  the  gastrointestinal  tract 
than  non‐pathogenic  faecal  E.  coli  –  it  has  been  suggested  that  they  are  the 




tract  infections  (UTI)  annually worldwide, which  cause  considerable  financial 
losses due to lost productivity and increased healthcare costs. E. coli are also a 
frequent causative agent of neonatal meningitis and sepsis, both of which cause 




are able  to move  from animal  to human hosts via  the  food chain.  It has been 








in  women.  Studies  in  both  Denmark  and  Canada  have  shown  that  strains 





have an animal  reservoir, and  that animal ExPEC  isolates can be considered a 
zoonotic  risk.  Thus,  APEC  infections  are  not  just  a  concern  for  the  poultry 
industry but also from a public health standpoint.  
 








APEC  is  an  important  pathogen  of  the  poultry  industry,  causing  significant 
morbidity and mortality and  subsequent economic  losses. The annual burden 
on  the  poultry  industry  is  high,  lesions  consistent  with  colisepticaemia  are 
responsible for 43% of broiler carcass condemnations and it has been estimated 
that  the  overall  cost  of  condemnations  on  the  UK  broiler  industry  is  £16.5 
million per annum (Yogaratnam 1995) thus APEC infections could be responsible 
for  losses  of  around  £7.1  million.  However  this  figure  is  likely  to  be  a 
conservative estimate  given  that  it does not  consider  the burden on breeder 
and  layer  facilities  and  also  that  more  broiler  chicks  are  placed  on  farms 
currently  than  in  1995  (Crane  et  al.  2012).  Furthermore  there  is  anecdotal 







understood  the  reasons  by  which  APEC  is  able  to  cause  reproductive  tract 
infections in laying hens, however it is thought to originate in one of two ways. 
The  first  theorised  route  is  via  the  respiratory  tract;  following  inhalation,  the 
bacteria migrate from the left airsac into the ovaries and progress to infect the 
reproductive  tract  (Dho‐Moulin  and  Fairbrother  1999).  The  second  theorised 
route  is bacterial ascension of the vent after pecking  injuries  from cage‐mates 
(Cumming 2001). 
 





estimate of by  Johnson of 20%  for potentially‐pathogenic E. coli  in the human 
gastrointestinal tract (Johnson 1991).  
 
Both  virulent  and  avirulent  strains  of  E.  coli  have  been  isolated  from  the 
intestinal tract of turkeys and it was shown that when the birds were stressed, 





More  recently,  longitudinal  studies  of  broiler  chickens  from  placement  to 
slaughter  observed  potentially  pathogenic  isolates  of  E.  coli  in  the  gut  of 





bacteria  as  a  problem  for  health  of  the  chickens  resident  in  the  houses 
(Oyetunde et  al. 1978),  as  a problem  for poultry  farm workers  (Whyte 1993; 
Donham  et  al.  2000;  Kirychuk  et  al.  2006)  and  as  a  potential  environmental 
concern  (Bakutis  et  al.  2004).  These  studies  have  all  observed  high  levels  of 
aerosolized bacteria present. These aerosolized bacteria could serve as a source 
of  infections not only for the birds  inside the hen house but also those human 





on  the age, production  type, and health of  the bird. All  infections begin with 








of  the pro‐inflammatory cytokines  interleukin  (IL) 1, and  IL‐8  (Chamanza et al. 
1999). IL‐1 induces pyrexia and T cell proliferation, IL‐6 causes up‐regulation of 
acute phase proteins such as transferrin and α1‐acid glycoprotein (Chamanza et 
al.  1999).  Heterophils  release  ‐defensins,  which  kill  the  bacteria,  but  form 
exudate,  a  cheese‐like  mass  of  dead,  and  dying  bacteria,  heterophils  and 
heterophil granulate. Later on  in the  infection, phagocytic cells arrive to break 
down  the  exudate  however  by  this  point  tissue  damage  can  have  already 
occurred  leaving fibrous  lesions and scarring  if the bird recovers. Lesions occur 
more  frequently  in  infections with  less virulent  isolates, when  the progression 
of infection is very quick; the bird dies before lesions are able to form. 
 
Newly  hatched  chicks  and  embryos  often  suffer  from  yolk  sac  infections, 
omphalitis and colisepticaemia (Iqbal et al. 2006). It is thought that infections in 
chicks  may  occur  in  ovo  via  contamination  of  the  surface  and  subsequent 
penetration of  the egg during  incubation  (yolk sac  infection), or post‐hatching 
via  inhalation  of  aerosolized  bacteria  and  subsequent  colonisation  of  the 
respiratory tract or infection of the unhealed naval (omphalitis). It is estimated 
that between 0.5‐6% of eggs  laid by healthy hens contain APEC  inside the egg 
(Barnes  et  al.  2008),  however  as  Barnes  also mentions,  it  has  been  shown 
experimentally  that  hens  recovered  from  APEC  infection  remain  persistently 
colonized for up to 21 weeks post  infection, and of their eggs, 2.7% contain E. 
coli (Barnes et al. 2008), it is possible that the number of APEC‐containing eggs 






oviduct, where  the hens  remain  in  lay but egg production decreases and  the 
birds  appear  depressed,  or more  serious  infection,  spreading  throughout  the 
abdomen via the oviduct, resulting in death. It has been suggested that high egg 
production  is  a  risk  factor  for  SPS  infections, whereby  over‐relaxation  of  the 
uterovaginal  sphincter  allows  bacteria  to  ascend  to  and  colonise  the  oviduct 
(Landman et al. 2013). 
 
Broilers  typically  suffer  from  colibacillosis  originating  from  respiratory  tract 
infections. This begins as airsacculitis, and can spread to other organs resulting 
in  pericarditis  and  perihepatitis.  If  the  bacteria  enter  the  blood  stream, 
septicaemia occurs which  is usually  fatal. APEC  infections  in broilers  can  also 
present as cellulitis and necrotic dermatitis. Whilst these are not fatal, they do 





salpingitis  can  be  between  1‐8%  annually  (Cumming  2001)  and mortality  in 





It  was  previously  thought  that  E.  coli  infections  in  chickens  occurred  after 
primary infection with a virus such as Newcastle disease virus or a mycoplasma 
(Dho‐Moulin  and  Fairbrother  1999),  however  it  is  now  recognized  that  APEC 
infections  can be primary  infections  (Cheville  and Arp  1978; Dhillon  and  Jack 
1996; Zanella et al. 2000). There are many predisposing factors  linked to APEC 
infections. These  include stress, exposure to ammonia and dust, contaminated 






are  transmission  vectors  that  allow  new  strains  of  E.  coli  to  colonise  the  gut 
microbiota  of  the  flock.  For  caged  and  barn‐housed  birds,  insects  such  as 
darkling  beetles  and  houseflies  are  the most  common  vector  (Barnes  et  al. 
2008). For free‐range birds, wild birds such as starlings (Gaukler et al. 2009), and 
waterfowl such as ducks and geese (Fallacara et al. 2001; Cole et al. 2005)  are a 
risk  factor  for new  strains of APEC. These  sources are able  to  introduce new, 






40%  of women  and  12%  of men  experiencing  symptomatic  UTI  during  their 
lifetime.  Of  these  UTI,  most  are  caused  by  uropathogenic  Escherichia  coli 
(UPEC).  UTI  are  estimated  to  account  for  2‐40%  of  nosocomial  infections 
(Foxman 2002; Bjerklund Johansen et al. 2006). It  is estimated that the cost of 
UTI  in  the  USA  annually  exceeds  $3  billion  (Sivick  and  Mobley  2010).  The 




UPEC  infections  are  thought  to  originate  in  the  gut  flora  of  the  individual, 
entering the urinary tract via the faecal‐vaginal‐urethral route (Gruneberg 1969; 
Russo et al. 1995; Yamamoto et al. 1997). As mentioned earlier, it has also been 




After E.  coli enter  the urinary  tract,  the adhesive  FimH  tip of  type 1  fimbriae 
facilitates adhesion to the urinary epithelium. Although type 1 fimbriae are seen 
to initiate adhesion, as required for invasion, no difference in expression of type 
1  fimbriae  are  seen  across  pathogenic  or  commensal  strains  (Hagberg  et  al. 
1981).  FimH  binds  to  uroplakins  and  integrins  on  the  uroepithelial  surface 
causing internalization of the bacteria via actin rearrangement.  
 
P  fimbriae  are  associated with  ascending UTIs  and  pyelonephritis  (Plos  et  al. 
1995).   P fimbriae bind to glycolipids present on the surface of renal epithelia; 
the attachment of P  fimbriae elicits an  immune  response  induced via Toll  like 
receptor 4  signalling pathway  (Fischer et al. 2007).  If  the bacteria are able  to 
ascend  to  the kidneys,  there  is potential  for damage  to  the kidneys  to occur; 
severe infections can cause renal failure (Ronald 2002). 
 
Once  inside  the  cells, UPEC  replicate  and  form biofilm‐like pods  (intracellular 














include  iron  acquisition  systems,  factors  to  evade host defence proteins,  and 
cell‐surface  structures.  Virulence  factors  are  often  found  on  plasmids  and 
pathogenicity  islands  and  these  are  frequently  acquired  horizontally  from 
related bacteria. There are two main virulence plasmids  in APEC, these are the 
pAPEC‐O1  and  ColV  (and  the  closely  related  ColB)  plasmids,  these  will  be 
discussed in section 1.4.4.  
 
Many  virulence  genes  are  considered  necessary  for  virulence,  and  knockout 
mutants will show reduced ability to infect a host. However, not all pathogenic 
strains  contain  all  of  these  potential  virulence  genes,  and  faecal  E.  coli  of 

































































Expression  of  P  fimbriae  during  infections  of  chicks  has  been  localized  to 
bacteria  in  the  air  sacs,  lungs,  kidney,  blood  and  pericardial  fluid, which was 

















al. 2001) and are thought to be  involved  in virulence of ExPEC via  interactions 
with  Class  I  Major  Histocompatibility  Complex  (MHC)  found  on  most 
mammalian cell  types  (Olsén et al. 1998), or  through  interactions with matrix 
and  plasma  proteins  (Antão  et  al.  2009).  They  may  also  play  a  role  in 
internalization  of  bacteria  (Gophna  et  al.  2001)  and  have  been  shown  to  be 
involved in adhesion to avian gut explants (La Ragione et al. 2000a). 
 








S  fimbriae  are  encoded  for  by  sfaAGHS  and  regulated  by  sfaBC  (Antão  et  al. 






the  gene  does  occur  sporadically  in  APEC  populations  (Rodriguez‐Siek  et  al. 
2005a; McPeake et al. 2005; Ewers et al. 2007; Timothy et al. 2008) at between 







Deletion caused attenuation of  the strain both  in vivo and  in vitro, which was 
returned when the gene was complemented. Electron microscopy revealed that 
the  gene  encodes  for  short,  fimbrial‐like  appendages.  A  study  of  900  E.  coli 
isolates  (ExPEC,  intestinal pathogenic and non‐pathogenic E. coli) showed  that 
possession of the gene was strongly associated with ExPEC populations, with a 
prevalence of around 60% in APEC, UPEC and neonatal meningitis‐associated E. 
coli  (NMEC)  isolates.  So  far  no  receptor  for  this  adhesin  has  been  identified, 
however studies of csq APEC mutant strains have reduced ability to colonise the 
avian  lung,  or  gut  cells  (La  Ragione  et  al.  2000a;  Antão  et  al.  2009b).  Curli 
fimbriae  are  not  critical  to  APEC  virulence  but  are  suggested  to  increase 




Afimbrial  adhesins  are  truncated  fimbriae,  encoded  for  by  the  afaABCDE 
operon,  of  which  there  are  several  variants  encoding  for  different  adhesins 
(Antão  et  al.  2009b;  Mainil  2013).  They  are  less  commonly  seen  in  APEC 
populations  than  other  adhesins;  when  the  gene  is  seen  in  a  population, 
prevalence  is between 1.3‐12.5% (Stordeur et al. 2002; Amabile de Campos et 
al. 2005; Ewers et al. 2007; Johnson et al. 2008a) however many studies do not 
find  the  presence  of  the  gene  at  all  (Dozois  et  al.  1992;  Knöbl  et  al.  2004; 
McPeake et al. 2005; Johnson et al. 2008b; Frömmel et al. 2013). 
 
Nevertheless,  a  study  has  shown  that  pap‐  isolates  possessing  afa‐8  genes 
isolates were lethal in a one‐day‐old chick model and able to cause colibacillosis 
when  inoculated  both  via  intra‐tracheal  and  thoracic  air  sac  (Stordeur  et  al. 
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was  first  observed  in APEC  strain  χ7122,  and was  shown  to  cause mannose‐
resistant agglutination of chicken erythrocytes and have significant homology to 
immunoglobulin  proteases  found  in  Haemophilus  and  Neisseria  species 
(Provence and Curtiss III 1994).  
 
More  recently,  Kobayashi  et  al.  have  shown  that  Tsh  has  proteolytic  activity 
against mucins, with both supernatant from APEC and recombinant Tsh causing 
proteolysis  of  chicken  tracheal  mucin  suggesting  a  role  in  colonization  and 
invasion of the chicken trachea in the early stages of infection (Kobayashi et al. 
2010).  Another  study  showed  that  Tsh  caused  high  levels  of  virulence  was 
involved  in development of  lesions  in the airsacs but not further development 
of pericarditis, perihepatitis or septicaemia, also suggesting a  role  in  the early 
stages of  infection  (Dozois et al. 2000). However a different study argues  that 
tsh  is  not  essential  for  virulence;  in  their  study  only  one  virulent  isolate 
possessed  tsh.  They  suggest  that  other  adhesins  could  be  substituted, 
suggesting a level of redundancy (Tivendale et al. 2004). 
 
tsh  prevalence  in  APEC  populations  is  generally  high, with  figures  suggesting 
prevalence  of  46%  (Maurer  et  al.  1998),  90.6%  (Dho‐Moulin  and  Fairbrother 
1999), of pathogenic isolates. However its importance is not universally agreed 






Lipopolysaccharide  (LPS),  also  known  as  endotoxin,  is  vital  for Gram‐negative 
bacteria  survival. The outer membrane  surface of Gram‐negative bacteria can 
be  made  up  of  75%  LPS  and  it  plays  a  role  in  protecting  the  cell  from 
hydrophobic substances (Alexander and Rietschel 2001). 
 
LPS  is encoded  for by a number of genes,  found  in different  locations on  the 
chromosome.  The  inner  and  outer  core  region  are  encoded  for  by  a  locus 






LPS  activates  TLR‐4  which  triggers  subsequent  inflammation  (Raetz  and 
Whitfield 2002).  
1.3.2 – Metal Transport Systems 
Metals  such  as  iron,  zinc,  nickel  and  copper  are  essential  for many  cellular 
processes, however the concentration of these metal ions within the cytoplasm 
must  be  strictly  regulated.  If  there  is  too  low  a  concentration  of  a  particular 
iron,  certain metalloproteins  and  enzymes will  be  inactive, whilst  too  high  a 
concentration will  cause  toxicity  (Waldron et al. 2009). To ensure  the  correct 
concentration within the cytoplasm, bacteria must often scavenge metals from 
their surrounding environment. Iron concentrations are low in the host, as iron 
is  sequestered  into  host  proteins  such  as  ferritin,  haem  or  transferrin  as  a 
means  to  prevent  bacterial  growth  via  lack  of  nutrient  availability  (Weinberg 
2009; Skaar 2010). Iron is involved in many metabolic processes, and is required 
for the function of numerous proteins. A key metalloprotein  involved  in E. coli 
virulence  is  the  iron‐containing  protein  superoxide  dismutase which  oxidises 
reactive oxygen species  (Lah et al. 1995). For  this  reason, many bacteria have 
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The  sitABCD  locus was  first  identified  in  1999  in  Salmonella  enterica  serovar 
Typhimurium  (Zhou  et  al.  1999).  It  is  an  ATP  binding  cassette  iron  transport 
system and  is often  found on genomic  islands or  large plasmids  in ExPEC; one 
study  showed  that  it  was  present  in  86.4%  of  APEC  strains  they  tested, 
compared  to  only  42.7%  of  strains  isolated  from  the  faeces  of  healthy  birds 
(Rodriguez‐Siek et al. 2005a) ‐ but it is not often seen in diarrheagenic strains of 
E.  coli.  This  suggests  that  it  may  have  a  particular  role  in  extra‐intestinal 







the  manganese  transporter  mntH  it  was  shown  to  increase  resistance  to 
oxidative stress  in the avian pathogenic strain of E. coli  χ7122, however on  its 
own it does not (Sabri et al. 2006). Infection of mice by a sitABCD mutant strain 
exhibited  a  significant  reduction  in  colonisation  in  the  liver,  lungs  and  spleen 
(Sabri et al. 2008). It is possible that Sit plays a more important role of acquiring 

































Aerobactin  is able  to  scavenge  iron  in  serum, and very  low  concentrations of 
aerobactin (compared to enterobactin) are sufficient for growth. The additional 



































many bacteria. All members of Enterobacteriaceae are able  to  form  capsules, 
and  their composition differs by  strain  (Schembri et al. 2004). E. coli capsules 
either consist of K antigen, of which there are over 80 serotypes, or a polymer 




transmission  of  the  bacteria,  protecting  the  bacteria  from  the  factors  of  the 
host immune system such as complement and white blood cells, increasing the 




K1  capsule,  which  is  comprised  of  sialic  acid  residues,  also  found  on  host 
surfaces thus enabling the bacteria to evade the  immune system by molecular 
mimicry (Harvey et al. 2001). The K1 capsule has been implicated in both avian 











in  some  genetic  studies of  virulence  factors of APEC populations  in which  its 
  24
high  prevalence  and  correlation with  pathogenicity  are  noted  (Vidotto  et  al. 
1990; Blanco et  al. 1997; Dias da  Silveira et  al. 2002; Oh et  al. 2011), others 
observed  it  less  frequently  or  noted  that  there was  no  significant  difference 




Whilst much  research has been done on  the prevalence of  colicin and  colicin 
genes  in  ExPEC  populations,  often  researchers  fail  to  consider  work  from 
population,  evolutionary  and molecular  biologists.  Extensive work  on  colicins 
has been carried out focusing on their function as antibiotics and also the high 
level of  resistance  to colicins  in E. coli populations  (Cascales et al. 2007). This 
evidence suggests that colicins in APEC populations play a role in outcompeting 





The  iss  (Increased  Serum  Survival)  gene  was  first  discovered  in  a  neonatal 
meningitis‐causing E. coli (NMEC) strain, and it was observed that it conferred a 
20‐fold increase in resistance to serum and a 100‐fold increase in virulence in a 










iss  is  highly  prevalent  in  APEC  populations,  with  most  studies  describing  a 
prevalence of around 80% or higher  in APEC disease‐associated  isolates (Pfaff‐
McDonough  et  al.  2000;  Jeffrey  et  al.  2002;  Rodriguez‐Siek  et  al.  2005a; 
McPeake et al. 2005; Oh et al. 2011; Barbieri et al. 2013; Badouei et al. 2016) 
however some studies have seen significantly  lower prevalence (Delicato et al. 
2003;  Kemmett  et  al.  2014).  Finally,  due  to  its  strong  correlation  with 
pathogenicity  in  APEC,  it  is  also  used  as  a  marker  for  virulence  in  two 





break  down  substances  to  uptake  and  metabolise,  to  harm  other 
microorganisms  to  reduce  competition  for  resources,  to  communicate  with 
other  bacteria,  to  improve  their  ability  to  colonise  a  host  or  to  enable 
movement  into  a  different  niche.  Some  secreted  factors  exit  the  cell  via 







































in an APEC  isolate  (Parreira and Gyles 2003) after  it was observed  that  some 
APEC  isolates  produced  a  vacuolating  cytotoxin  similar  to  the  VacA  toxin  in 
Helicobacter  pylori  (Salvadori  et  al.  2001).  Vat  is  an  extracellular  protease, 
secreted by a Type Va  Secretion  System, however  so  far  there have been no 
substrates identified upon which Vat has proteolytic activity (Dautin 2010). 
 
Deletion mutants were  avirulent  in  both  respiratory  and  cellulitis models  of 






Haemolysins  are  an  important  virulence  factor  of  extra‐intestinal  E.  coli.    In 
UPEC and NMEC strains, hlyA is secreted by a type 1 secretion system encoded 








In  contrast,  hlyF  is  less  well  characterized.  Whilst  it  is  heavily  linked  with 
virulence in APEC isolates and used as a marker for pathogenicity in virulotyping 
PCR  panels  (Johnson  et  al.  2008b;  Van  der  Westhuizen  and  Bragg  2012; 
Dissanayake  et  al.  2014),  only  recently  has  a  potential  role  for  HlyF  been 
identified. Murase et al. observed that HlyF promoted the production of outer 
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membrane  vesicle,  which  was  subsequently  associated  with  the  release  of 
toxins.  A  ΔhlyF mutant  of  χ7122 was  also  observed  to  be  less  virulent  in  a 
chicken  systemic  infection  model,  providing  further  evidence  of  its  role  in 
pathogenicity (Murase et al. 2016).  
 
hlyF  is  located  in a conserved  region on ColV and ColBM plasmids, along with 





ibeA encodes  for a 50kDa protein, which has been  implicated  for virulence  in 
both  APEC  and  NMEC  infections. Whilst  the  exact  function  is  still  unknown, 
deletion mutants have reduced virulence in rat meningitis models (Huang et al. 
1995)  and  chick  challenge models  (Germon et  al. 2005),  additionally deletion 
mutants  regained  virulence  when  complemented  with  a  plasmid  containing 
ibeA (Wang et al. 2011).  
 
In  NMEC  infections,  it  is  thought  that  IbeA  plays  a  role  in  invasion  of  brain 
microvascular  endothelial  cell  invasion,  allowing  the  bacteria  to  translocate 
across the blood brain barrier (Huang et al. 1995). Another study demonstrated 











Furthermore,  recent  work  has  suggested  an  additional  role  for  IbeA  in 
increasing resistance to H2O2, however this resistance does not protect against 
the oxidative burst within macrophages and heterophils, as  they observed no 
difference  in  intracellular macrophage  survival between  the mutant and wild‐





















Escherichia coli as a species  is  incredibly diverse and versatile.  It encompasses 
both pathogens and commensals, of which the pathogens themselves are able 
to cause an array of dissimilar  illnesses. To do this, the genome of E. coli has a 













Despite  this  high  degree  of  plasticity,  the  core  genome  remains  relatively 
conserved, with few rearrangements (Tenaillon et al. 2010), and horizontal gene 








Whilst  the  advent  of  genome  sequencing  is  thought  to  be  one  of  the most 
important  developments  in  biological  sciences  of  the  twentieth  century,  the 
monumental  improvements  resulting  in  Next  Generation  Sequencing  (NGS) 
technology could turn out to be one of the most important developments of the 
twenty‐first century. The dramatic decrease in cost and increase in accuracy and 




to  have  a  role  in  clinical  practise  and  diagnostics.  Because NGS methods  are 
quicker  and  cheaper  (and  becoming  ever more  so  over  time)  than  previous 
sequencing  methods  such  as  Sanger  sequencing,  and  there  have  been 
comparable  advances  in  the  analytical  softwares,  entirely  new  avenues  of 
potential  have  opened  such  as  metagenomics,  the  study  of  microbial 
communities. The revelations so far concerning the human microbiome and it’s 
many roles in health and disease, such as the involvement of the gut flora in an 
array  of  conditions  including,  but  not  exclusive  to:  allergies,  autism,  Celiac 
disease, Crohn’s and non‐Crohn’s  inflammatory bowel diseases, gastric cancer, 
obesity,  eating  disorders,  Type  2  diabetes  and  prognosis  post‐allogeneic 
haematopoietic  stem  cell  transplants  (Clemente et al. 2012).  It’s also  thought 
that a  link exists between  the brain and  the neurological  system,  termed  the 
gut‐brain  axis,  and  although  we  are  only  at  the  beginning  in  terms  of  our 
understanding,  this  looks  like  a  promising  area  in  terms  of  enhancing  our 




and  geographically monitor  fluctuations  in  bacteria  populations  (Baker  et  al. 
2010).  It  also  enables  public  health  organisations  to  react  promptly  to  new 
outbreaks, such as the 2010 Cholera outbreak in Haiti, (Chin et al. 2011) or the 
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are 97  fully annotated gapless  chromosome  sequences  in Genbank  for E.  coli 
and over 800 scaffold assemblies.  
 






Phylogenetic  techniques  allow  us  to  study  the  evolution  and  population 
structure  of  groups  of  organisms  by  clustering  them  into  groups  based  on 
similarities  within  their  genomes.  It  also  allows  us  to  evaluate  evolutionary 
change over time, examine conservation of genes, and estimate the time frame 
over  which  a  bacterial  ancestor  evolved  into  closely  related  but  separate 











ExPEC  clonal  groups.  In  one  study,  9  ExPEC  clonal  groups were  shown  to  be 
considerably  homogeneic  with  regards  to  genomic  sequence  despite 
representing  faecal  isolates  and  a  range of  geographically diverse pathogenic 
isolates  from  a  range of  host  species  causing  diverse  clinical  syndromes.  The 
authors posit that within the ExPEC B2 group, predictions of clinical syndrome, 
geographical location, host species and pathogenicity are unfounded due to the 
sheer  variety  of  pathogenically  flexible  organisms within  this  group  and  that 
pathogenicity at a given anatomical  site  is possible  for organisms with a wide 
variety  of  virulence  profiles  and  phylogenetic  backgrounds  (Johnson  et  al. 
2006a).  
 
A  study  on APEC  and  human  ExPEC  isolates  has  also  observed  high  levels  of 
homogeneity within these isolates, suggesting that some APEC strains are have 
high  zoonotic  potential  and  adding  further weight  to  the  theory  that  ExPEC 








to  those  generated  using  the  previous  typing method  of multilocus  enzyme 
electrophoresis (MLEE) (Maiden et al. 1998). 
 
For  typing  E.  coli  the MLST  protocol  uses  fragments  of  seven  housekeeping 
genes: adk  (adenylate kinase),  fumC  (fumarate hydratase), gyrB  (DNA gyrase), 
icd  (isocitrate/isopropylmalate dehydrogenase), mdh  (malate dehydrogenase), 






within  E.  coli  populations  complicates  our  understanding  of  evolution within 
this  species.  There  is  conflicting  evidence  for  MLST’s  ability  to  classify 
pathogenic variants of E. coli  into ST groups, using one MLST protocol appears 
to  result  in  clusters  that  have  some  degree  of  organisation  according  to 
pathotype  (Escobar‐Páramo  et  al.  2004)  however  another  protocol  shows  no 







of  plasmids  including  those  associated with  virulence. Most  E.  coli  virulence 
plasmids fall into the IncF compatibility group (Johnson and Nolan 2009).  
 
A  group  of  plasmids  that  are  particularly  associated  with  ExPEC  are  ColV 
plasmids and  their descendants ColBM plasmids  (Smith and Huggins 1976).  It 
was  first  observed  that  carriage  of  these  plasmids was  associated with  iron 




been  observed  that  an  additional  iron  acquisition  system  is  found  on  ColV 
plasmids (Dozois et al. 2003). 
 
Col  plasmids  have  been  associated  with  a  variety  of  functions  that  enable 
bacteria  to better  survive  in  their environments and become more  successful 
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It  was  first  suggested  in  1993  that  the  majority  of  E.  coli  isolates  causing 







a population  study of  150  isolates using PCR  to detect  17 different  virulence 
genes  later  provided  further  evidence  to  support  White’s  theory  that  the 
majority  of  APEC  isolates  (Janßen  et  al.  2001)  fall  into  only  a  few  clonal 
complexes.  If this were  indeed the case, then using a panel of these virulence 
genes  in a PCR assay would be a useful and accurate diagnostic test  for APEC. 
Soon  after,  two  different  PCR  panels  were  suggested  by  APEC  researchers 
(Skyberg  et  al.  2003;  Ewers  et  al.  2005)  for  use  as  diagnostic  tools  alongside 
existing  protocols.  Skyberg  suggested  a  quadraplex  PCR  panel  to  detect  the 
genes  iss, tsh, cvi and  iucC. Ewers suggested an octoplex panel to detect papC, 
iucD, irp2, tsh, vat astA, iss and cva/cvi. In their respective studies these panels 
were  able  to  distinguish  between  APEC,  avian  faecal  E.  coli  (AFEC)  and  the 
closely related UPEC  isolates also,  indicating that these tests could be of great 
use,  however  these  studies  only  had  sample  sizes  of  20  and  40  respectively 









A  further potential use  for PCR virulence gene assays  is characterising  isolates 
into groups according to syndrome. A study of 79 avian E. coli samples showed 
that  using  virulence  gene  profile,  phylogenetic  group,  adhesion  to  eukaryotic 
cells in vitro and LD50 assay, they were able to classify isolates into four groups 
representing  those  causing  septicaemia,  swollen‐head  syndrome,  omphalitis 




However,  there  are  limitations  to  using  possession  of  virulence  genes  to 
differentiate between commensal or faecal  isolates, and pathogenic  isolates of 
various  syndrome‐causing  types.  High  genetic  diversity  has  been  observed 
amongst disease‐causing  isolates  from broilers within  a  flock  (Kemmett et  al. 
2013)  suggesting  that  even  within  the  environment  of  a  single  hen‐house, 
disease  causing  isolates  are  not  restricted  to  a  small  number  of  clonal 
complexes. As  isolates  closely  resembling  ExPEC  isolates have been observed 
contaminating retail poultry meat, we can assume that apparently healthy birds 





and human hosts  showed  that  clonal division of  these particular  isolates was 
independent  of  host  species  (Ron  2006), which  casts  doubt  on  our  ability  to 
confidently differentiate between different ExPEC subtypes. Finally,  it has also 










Despite  the economic  importance of  the  laying  industry,  research  in  the past 
has mainly  focused on  the  importance of APEC  infections  for broilers.  Laying 
hens are also at risk of APEC  infections, though the presentation differs due to 
many factors including the ability of E. coli bacteria to ascend the oviduct when 
the hen  is  in  lay (Barnes et al. 2008). When this project commenced, only one 
published APEC  genome existed; APEC O1. This  isolate was  isolated  from  the 
lung of a chicken suffering from colisepticaemia, and was chosen by the Nolan 
group as  representative of a APEC pathotype, and because  it belongs  to an O 
serogroup  implicated  as  being  important  for  both  animal  and  human  extra‐
intestinal infections (Johnson et al. 2007).  
 
A  previous  study  by  this  research  group  studied  70  APEC  isolates  recovered 
from  an  infection  outbreak  in  a  layer‐breeder  flock  (Jordan  et  al.  2005),  and 
molecular epidemiological techniques were used to examine the phylogeny and 
virulence  profiles  of  these  isolates.  These  techniques  revealed  that  high 
proportion of these isolates were associated with a single epidemic clonal group 
that  was  exclusively  associated  with  the  reproductive  tract.  The  isolate 
possessed both conventional APEC virulence factors and those associated with 
UPEC  infections. This  isolate was also  found  in  the environment,  suggesting  it 
was present in the hen house prior to infection (Timothy et al. 2008).  
 
As  it has previously been  shown  that APEC  and UPEC  are exceedingly  closely 
related, sometimes indistinguishable, this project aimed to characterize the SPS‐
associated  isolate,  using  both  phenotypic  and  genotypic  techniques  to 
determine  if  SPS‐associated  APEC  isolates  were  a  separate  pathotype  from 
colibacillosis‐associated isolates, and if this SPS‐associated isolate was able to so 
efficiently  colonise  the  reproductive  tract due  to  increased  similarity  to UPEC 
isolates.  This will  provide  valuable  insight  for  a  still  under‐studied  aspect  of 























































































































tsh F  GGGAAATGACCTGAATGCTGG  55  420  (Van der Westhuizen and 
Bragg 2012) tsh R  CCGCTCATCAGTCAGTACCAC 
cva/cvi F  CACACACAAACGGGAGCTGTT  52  672  (Van der Westhuizen and 
Bragg 2012) cva/cvi R  CTTCCGCAGCATAGTTCCAT 
ibeA F  TGAACGTTTCGGTTGTTTTG  48  814  (Germon et al. 2005) 
ibeA R  TGTTCAAATCCTGGCTGGAA 
iss F  CAGCAACCCGAACCACTTGATG  57  323  (Van der Westhuizen and 
Bragg 2012) iss R  AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 
iucC F  CGCCGTGGCTGGGGTAAG  58  541  (Skyberg et al. 2003) 
iucC R  CAGCCGGTTCACCAAGTATCACTG 
iutA F  ATGAGCATATCTCCGGACG  51  587  (Moulin‐Schouleur et al. 
2006) iutA R  CAGGTCGAAGAACATCTGG 
iroN F  AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG  57  667  (Van der Westhuizen and 
Bragg 2012) iroN R  GATCGCCGACATTAAGACGCAG 
yjjQ F  AATGGTTGTCAGCACTATGGC  53  1693  (Van der Westhuizen and 
Bragg 2012) yjjQ R  GTTCAGTCAGGCAGGATAATCC 
hlyF F  TCGTTTAGGGTGCTTACCTTCAAC  52  444  (Moulin‐Schouleur et al. 
2007) hlyF R  TTTGGCGGTTTAGGCATTCC 
sfaS F  CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC  58  410  (Johnson and Stell 2000)  
sfaS R  CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGC
A 
cnfI F  AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG  56  498  (Yamamoto et al. 1997) 
cnfI R  CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 
iha F  CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA  58  827  (Johnson et al. 2002) 
iha R  TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 
papA F  ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG  55  717  (Johnson and Stell 2000) 
papA R  CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 
usp F  ACATTCACGGCAAGCCTCAG  55  440  (Bauer et al. 2002) 
usp R  AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC 
chuA F  GACGAACCAACGGTCAGGAT  55  279  (Clermont et al. 2000) 
chuA R  TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
hlyD F  CTCCGGTACGTGAAAAGGAC  55  904  (Johnson and Stell 2000) 
hlyD R  GCCCTGATTACTGAAGCCTG 
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N positive genes per 
isolate 
N total isolates  N unique profiles 
12  1  1 
11  6  2 
10  8  7 
9  20  15 
8  31  25 
7  25  22 
6  28  22 
5  16  13 
4  17  12 
3  14  9 
2  8  8 
1  10  5 
0  4  1 
‐  188  142 
Table 4: Number of unique profiles in population study 
 
5.4.1 – Prevalence of APEC associated virulence factors was high 
In this study population, carriage of genes usually associated with APEC 
pathotypes was high, with carriage rates of at least 26% (ibeA). 3 out of 8 genes 
were found in around 40% of the study population: cva (41.5%), iutA (41%) and 
tsh (39.9%). The remaining 4 genes of the panel were found in over 70% of the 
isolates, these being iroN (71.3%), iucC (72.9%), hlyF (76.6%) and iss (83%).  
 
5.4.2‐ Prevalence of UPEC associated virulence factors was varied 
Within this study population, carriage of genes usually associated with UPEC 
pathotypes was varied. The three most frequently observed genes were chuA 
(54.8%), kps MT K1 (43.6%) and usp (34%). Observed infrequently were sfaS 
(13.8%), iha (8.5%), papA (6.4%) and cnf1 (2.1%). hlyD was not observed within 
this study population.  
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5.4.3 – Number of genes carried per isolate was varied 
Within this study population, the number of these ExPEC genes carried by each 
isolate was highly variable. 4 isolates possessed none of the genes tested for. 
The majority of isolates tested (166) carried 3+ virulence genes. 66 isolates 
possessed 8+ of these virulence genes.  
 
Carriage of APEC associated virulence factors was higher in this study population 
than carriage of UPEC associated virulence factors as shown in Figure 21. 104 
isolates carried 5+ APEC virulence factors compared to 2 isolates carrying 5+ 
UPEC virulence factors. 7 isolates carried 0 APEC associated virulence factors, 
contrasting with 42 isolates carrying 0 UPEC associated virulence factors. 
 
There were 142 different virulence profiles observed within the population, no 
more than 3 isolates shared an identical profile.  
 
5.4.4 – Prevalence of iron uptake genes was high 
The prevalence of iron uptake genes was high within this study population, with 
iucC and iroN present in over 70% of isolates, chuA in 54.8% of isolates and iutA 
in 41% of isolates.  
 
5.4.5 – Prevalence of adhesion and invasion related genes was low 
Within this study population the prevalence of adhesins and invasins was low. 
The most frequently observed adhesin or invasin was ibeA, (26.1%) followed by 
sfaS (13.8%). iha (8.5%) and papA (6.4%) were also infrequently observed in 
these isolates. 
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5.4.6 – Prevalence of toxins was varied 
In this population the prevalence of toxin encoding genes was highly varied. The 
putative avian haemolysin hlyF (76.6%) was the most frequently observed gene 
within this category. Three toxin‐encoding genes were observed in 30‐40% of 
the study population: cva (41.5%), tsh (39.9%) and usp (34%). Infrequently 
observed were cnf1 (2.1%) and hlyD (0%)   
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5.5 – Discussion 
This study investigated the prevalence of a panel of virulence factors of which 
half were more commonly associated with APEC pathotypes and half more 
commonly associated with UPEC pathotypes. The primary aim was to investigate 
if a specific SPS‐associated population of APEC isolates had virulence factors 
typical of the more typical colibacillosis‐associated APEC pathotype or if typical 
UPEC virulence factors might be more frequently found in this population. 
Additionally, this study aimed to characterise the virulence factors prevalent in 
this SPS‐associated population isolated from layer flocks throughout the UK. 
Previous population studies consistently showed high levels of variation within 
the ExPEC pathotype itself and also within the particular sub‐pathotypes. 
Variation also exists between studies, showing that virulence is a complex 
matter not yet fully understood.  
 
Consistent with previous studies, a high level of variation was seen in this study 
also (Rodriguez‐Siek et al. 2005a; Ewers et al. 2007; Kemmett et al. 2013; Olsen 
et al. 2016). Overall, possession of typical APEC virulence factors was high, with 
104 of 188 isolates carrying 5+ of the 8 virulence genes tested for. Possession of 
UPEC associated virulence factors was comparatively lower, with only 2 isolates 
possessing 5+ of the 8 virulence genes tested for, and 42 carrying 0 UPEC 
associated virulence factors compared to 7 possessing 0 APEC associated 
virulence factors.  
 
142 different profiles were observed within a population of 188 samples with no 
more than 3 isolates sharing an identical profile. This data further shows that 
overall variation within this population of SPS isolates is high.  
 
Additionally, two isolates did not possess any virulence factors from either type. 
This data is consistent with a previous study within this lab whereby some 
strains isolated from lesions within diseased birds do not possess any of the 
virulence factors tested for (Kemmett et al. 2013).  Of the 7 isolates containing 0 
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APEC associated virulence genes, 5 did contain UPEC associated virulence 
factors, which could have proved advantageous when causing infection in the 
host. Of the 2 isolates containing 9 ExPEC virulence factors, as E. coli is known to 
be an opportunistic pathogen, this could reflect on the health of the host rather 
than the ability of the particular isolate to cause infection.   
 
As expected, prevalence of typical APEC virulence factors was high. The most 
frequently observed virulence factor was iss with a prevalence of 83% within this 
population, which is consistent with other studies showing this gene to be highly 
prevalent in their populations (Rodriguez‐Siek et al. 2005a; Ewers et al. 2007; 
Olsen et al. 2016). Also observed frequently in this population was the putative 
avian haemolysin hlyF observed in 76.6% of isolates. This gene product has been 
recently characterised as a factor involved in outer membrane vesicle synthesis 
(Murase et al. 2016) and has been suggested as a gene which is highly indicative 
of APEC pathogenicity (Dissanayake et al. 2014). Interestingly the gene encoding 
for HlyF is found on the ColBM plasmid, which is itself strongly linked with APEC 
pathogenicity (Johnson et al. 2006b).  
 
Prevalence of UPEC‐associated virulence factors was varied, though overall there 
was less frequent carriage of UPEC virulence factors than APEC virulence factors. 
The most frequent UPEC virulence factors were chuA which is involved in iron 
acquisition, part of the K1 capsule gene cluster kps MT K1 and usp which is a 
putative toxin. Whilst chuA is more strongly associated with UPEC isolates, this 
data is consistent with other studies which have observed it within their study 
populations though not in high frequencies (Matter et al. 2011). As iron uptake 
systems are of high importance for ExPEC bacteria it has been noted that 
isolates often possess multiple iron acquisition systems (Garénaux et al. 2011).  
 
Also of interest, is that chuA is part of the panel of genes used in the rapid PCR‐
based phylotyping method. Samples positive for chuA will belong to either 
phylogenetic group B2 or D. That this study population observed chuA in just 
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over half of the isolates (54.8%) we can assume that many isolates within this 
population belong to phylogenetic groups A and B1. Most ExPEC isolates are 
typically found in the phylogenetic group B2 whereas A and B1 are more 
frequently associated with environmental isolates and also those isolated from 
fish, frogs and reptiles (Gordon et al. 2008). This data could be concordant with 
that seen in Ewers et al, in which 46.1% of the ExPEC study population was 
observed to be phylogenetic group A (Ewers et al. 2007). 
 
The K1 capsule encoding gene kps MT K1 was observed in 43.6% of this study 
population. This is notably higher than the prevalence observed in other studies 
(Rodriguez‐Siek et al. 2005b; Ewers et al. 2007), potentially indicating a role for 
the K1 capsule in infections of the reproductive tract.  
 
Iron acquisition systems were the most frequently category of gene observed, 
with both iucC and iroN seen in >70% of isolates. As mentioned previously, chuA 
was also frequently observed, and the lowest iron‐uptake associated gene was 
iutA seen in 41% of isolates. This data is concordant with other published 
studies, in which possession of iron uptake systems is high within ExPEC 
populations (Ewers et al. 2007; Garénaux et al. 2011; Kemmett et al. 2013; Olsen 
et al. 2016). Iron uptake systems are of particular importance for bacteria that 
reside within a host environment; as a mechanism to prevent bacterial growth 
animals sequester free iron tightly into metalloprotein complexes such as haem 
and ferritin to create an environment unfavourable to bacterial growth. Bacteria 
which are able to obtain and use this iron are therefore at a competitive 
advantage against those bacteria that lack this ability (Garénaux et al. 2011), 
however a level of functional redundancy must also be considered. In particular, 
enterobactin has previously been shown inessential for virulence if other iron‐
uptake systems are present (Caza et al. 2011).  
 
Genes associated with adhesion and invasion were seen infrequently in this 
study. ibeA was observed in 26.1% of the study population. This data is strikingly 
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similar with that seen Ewers et al, in which the frequency of ibeA in APEC 
populations was reported to be 26.2% (Ewers et al. 2007), however this 
contrasts with the lower prevalence of ibeA observed by Kemmett et al. 
(Kemmett et al. 2013). The population studied in both this study and Ewers et al. 
are entirely or mostly derived from reproductive tract infections. In contrast, the 
population studied in Kemmett et al. was derived entirely from broilers. It is 
possible that the different prevalence of ibeA in these studies indicates that ibeA 
plays a more important role in reproductive tract infections of the mature hen 
than in colibacillosis in broilers  
 
Other UPEC associated adhesin and invasion associated genes such as sfaS and 
iha were observed infrequently in this population, which is also consistent with 
that seen in Ewers et al, though interestingly the prevalence of the papC gene 
was notably lower in this study than in other populations (Ewers et al. 2007). 
There are many adhesins found in ExPEC populations (Antão et al. 2009b), thus it 
is possible that these isolates do have an adhesive phenotype conferred by an 
adhesion not tested for in this study.  
 
Toxin production gene prevalence was variable within this population. The most 
frequently observed toxin‐associated gene within this study was hlyF, as 
discussed earlier in this section. Observed at a moderate frequency of between 
30‐40% were cva, tsh and usp. Other studies have observed cva at higher 
frequencies such as 72.3% as seen in Ewers et al, which conflicts with the data 
seen within this study. Although as a potential role for colicin in APEC infections 
has, as yet, not been identified, more information is required to confidently 
state its importance in these populations. Within this study the prevalence of tsh 
was observed at 39.9% which is slightly lower than the frequencies seen in other 
population studies but not significantly so (Rodriguez‐Siek et al. 2005b; Ewers et 
al. 2007; Olsen et al. 2016).   
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usp is not well‐studied within APEC populations, however it has been identified 
previously (Kariyawasam et al. 2007), thus it appears that this is the first study to 
analyse the frequency of this gene in a large population of APEC isolates; further 
study is most certainly required for this specific gene.  
 
Finally, observed at a low frequency (cnf1; 2.1%, hlyD: 0%) were two UPEC 
associated virulence factors, whereby the frequencies observed within this study 
are consistent with the frequencies seen in other studies (Rodriguez‐Siek et al. 
2005b; Ewers et al. 2007) agreeing that these genes are indeed strongly 
associated with UPEC isolates. Given the presence of other toxin genes within 
these populations, it could be considered that toxins might be more host‐
specific than other virulence factors.  
 
Overall, this study has observed varied frequency of the virulence genes 
investigated, which is consistent with the flexible nature of E. coli as a pathogen 
and its diverse genomic composition. Overall, possession of ExPEC virulence –
associated genes was high. Unsurprisingly, APEC associated genes were higher in 
this APEC population than UPEC associated genes, although some UPEC 
associated genes such as chuA were observed in relatively high frequencies.  
 
Also consistent with the literature was the high prevalence of iron uptake 
systems; this category of virulence factor clearly highly important for ExPEC 
pathogenesis. Adhesion and invasion genes were observed in lower frequencies 
than expected, however not all potential adhesion and invasion genes were 
investigated thus it is entirely possible that this population might still have 
adhesive and/or invasive phenotypes; but that these could be conferred by 
alternative virulence factors. Finally, toxin associated genes were present within 
this population, most frequently observed was hlyF however tsh and cva were 
also found at a moderate frequency within this population.  
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6 – General Discussion 
The main findings presented in this thesis are as follows.  
 
Strain 3770 showed characteristic growth characteristics, was able to withstand 
the bactericidal effects of serum, adhere to epithelial cells and persist short‐
term within heterophils. 3770 was shown to be able to induce a reproductive 
tract infection in previously healthy laying hens, when administered via the 
aerosol route.  
 
Genome sequencing of strain 3770 revealed a 5.02Mb genome without 
detectable plasmids. A high degree of concordance to other ExPEC was 
observed, however phylogenetic methods revealed that the closest sequenced 
relative to 3770 is the adherent‐invasive E. coli LF82. The sequence type (MLST 
type) of 3770 was shown to be ST141. Virulence genes were frequently found 
within the genome of 3770, with high numbers of genes associated with iron 
uptake, antimicrobial resistance, cell surface factors and toxins observed.  
 
A wider population study of 188 SPS isolates revealed a high degree of variation 
between isolates, with overall high prevalence of APEC‐associated virulence 
factors and a lower, more varied prevalence of UPEC‐associated virulence 
factors within this population. 
 
APEC are an important pathogen within the poultry industry, with a high 
prevalence of disease in both laying hens and broiler birds (Yogaratnam 1995; 
Cumming 2001). Isolates within this pathotype are capable of causing a variety 
of infections, most commonly colibacillosis, colisepticaemia and cellulitis in 
broiler birds (Yogaratnam 1995; Elfadil et al. 2014) and infections of the 
reproductive tract in laying hens (Cumming 2001; Vandekerchove et al. 2004).  
 
Furthermore, it is highly likely that the source of many APEC infections is the 
intestinal tract of the chicken itself, with studies showing potentially pathogenic 
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E. coli within the gut population of apparently healthy birds (Kemmett et al. 
2013) – suggesting that a complex relationship between the host health status 
and the virulence profile of the bacterium plays a very large role in the 
development of infection (Collingwood et al. 2014).  
 
Cell‐based characterisation methods revealed that 3770 displays a similar 
phenotype to APEC O1, UTI89 and χ7122, which were used as comparator ExPEC 
isolates within this study. All four isolates were able to withstand the 
bactericidal effect of serum, adhere to epithelial cells in vitro, and persist for a 
short period of time in heterophils. These abilities are well‐characterised within 
APEC populations and are considered essential for virulence (Pourbakhsh et al. 
1997a; La Ragione et al. 2000a; Nolan et al. 2003; Ramirez et al. 2009; Antão et 
al. 2009b). 
 
The ability of 3770 to cause reproductive tract infections via the aerosol route in 
previously healthy laying hens was particularly interesting. Previous studies have 
shown successful infections caused via this route when the birds were exposed 
to nebulized, aerosolised bacteria whilst within an isolator (Landman et al. 2013) 
however this highly contained model does not reflect real world conditions 
within a hen house. This study showed that infections of the reproductive tract 
could be induced via inhalation of bacteria under otherwise normal conditions, 
and as such shows that this route of infection is highly likely to take place 
outside of experimental settings.  
 
Furthermore, this data shows that 3770 is able to cause infections within the 
reproductive tract without signs of additional airsac colonisation, indicating that 
3770 was able to leave the airsac environment soon after entry, potentially via 
the use of the ibeABCT encoded invasin (Wang et al. 2011, 2012). The lack of 
observed inflammation within the airsacs indicate that the bacteria did not leave 
the airsac environment through damaged lesions caused by an influx of 
heterophils as suggested previously (Dziva and Stevens 2008).  
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The 3770 genome was characteristic of E. coli genomes, both in size and G+C 
content. There were large regions of homology with APEC O1 and UTI89, but less 
so when compared with χ7122. This is perhaps unsurprising as χ7122 has been 
shown to have evolved from a different route to conventional ExPEC (Dziva et al. 
2013). 
 
Interestingly the sequence type of 3770 has been observed before in 
populations associated with reproductive tract infections (Olsen et al. 2011; 
Pires‐dos‐Santos et al. 2013). As reproductive tract associated are relatively 
understudied and given the lack of epidemiological data on the common 
sequence types within this population, it is possible that ST141 is not an 
uncommon sequence type for reproductive tract associated isolates. More work 
is required to investigate this hypothesis.  
 
The genome of 3770 revealed high levels of virulence gene carriage, including all 
four siderophore gene loci carried within ExPEC populations (Garénaux et al. 
2011). While a level of functional redundancy has been suggested for iron 
uptake systems within ExPEC (Garcia et al. 2011), many studies have shown the 
importance of iron uptake systems for virulence within these populations (Sabri 
et al. 2006; Feldmann et al. 2007; Holden et al. 2012; Xiong et al. 2012; Gao et al. 
2012). Iron uptake systems are vital for bacteria; within a host environment free 
iron is tightly sequestered into proteins such as haem, thus any bacteria in a host 
environment must be able to use specific iron uptake mechanisms in order to 
replicate (Garénaux et al. 2011).  
 
Additionally, iron uptake mechanisms are linked to resistance to oxidative stress 
(Sabri et al. 2006), which would also be an advantage within a host environment. 
Possession of the full K1 capsule gene cluster was also observed within the 3770 
genome. The kpsMT genes had been observed during the initial characterisation 
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of the isolate (Timothy et al. 2008), however possession of the full 14 gene locus 
was by no means guaranteed.  
 
 
It is particularly interesting to consider the potential link between the genome 
content and the phenotype observed in the cell‐based studies and chicken 
infection. Little is known about the specific immune response to E. coli within 
the avian reproductive tract however it is well known that large numbers of 
lymphocytes and macrophages within the oviduct and ovarian follicles, as are 
antimicrobial peptides (Wigley et al. 2014). Perhaps the high level of genes 
associated with protection, evasion, or modulation of the host immune system 
such as iss, the K1 capsule cluster, and iron acquisition systems could confer an 
advantage in the avian reproductive tract? Or perhaps the presence of the 
ibeABCT locus allows for rapid translocation from the airsac to the reproductive 
tract? A potential route to elucidate the links between virulence content and 
phenotype would be a combination of transcriptomic studies and signature‐
tagged mutagenesis, which would allow us to see which genes are switched on 
during infection and also which genes are essential for virulence for strain 3770. 
 
In Chapter 5, virulence gene carriage within an SPS‐associated population of 
APEC was revealed to be highly variable. Carriage of virulence genes associated 
with APEC was higher than carriage of UPEC associated virulence genes, 
however the results were not concordant with the literature. In particular, 
carriage of the K1 capsule genes was significantly higher in this population than 
in other studies (Rodriguez‐Siek et al. 2005b; Ewers et al. 2007), suggesting that 
perhaps the K1 capsules – or indeed any capsule ‐ could confer an advantage 
within the reproductive tract environment. As capsules are strongly linked with 
evasion of the host immune system (Roberts 1996), it would be of interest to 
determine at which point in the infection process capsules are expressed, as 
possession of the K1 capsule is also thought to be involved in translocation of 
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the blood‐brain‐barrier (Kim et al. 2003), and thus potentially could be involved 
in translocation within the avian host also.  
 
Another facet of this experiment in which the data obtained conflicted with that 
seen in other studies was the presence of ibeA. In this study the prevalence was 
26.1%, which is strikingly similar to that seen in Ewers et al, but is higher than 
the prevalence seen by Kemmett et al. (Ewers et al. 2007; Kemmett et al. 2013). 
In this instance, it is possible that the study population is a large factor in this 
observation. In this study, and in the study performed by Ewers et al. the study 
population is entirely, or largely laying hens. In the study performed by 
Kemmett, the study population is entirely broiler birds. This suggests that ibeA is 
more important in virulence of reproductive tract infections in layers than in the 
colibacillosis syndrome typically observed in immature broiler birds.  
 
Whilst overall 3770 was revealed to be characteristic of ExPEC in cell‐based 
experiments, and also characteristic in its virulence gene profile, differences 
were observed both in its ability to cause infection in the reproductive tract and 
also within the phylogenetic analysis.  
 
3770 was more capable of causing reproductive tract infections than 7122, 
which in turn appeared slightly more capable of causing systemic infections. 
Here we see variable pathotypes within an APEC population, providing evidence 
to suggest that there is not one single APEC pathotype but rather a variety, each 
associated with a different disease syndrome (Collingwood et al. 2014).  
 
Additionally, phylogenetic analysis of 3770 was performed using whole‐genome 
alignments to create a phylogenetic tree, which revealed greater similarity to an 
adherent‐invasive isolate LF82 (Miquel et al. 2010) than to APEC O1 or UTI89. It 
would not be novel for an APEC isolate to originate from an enteropathogenic 
isolate of E. coli. Previous studies on strain χ7122 has shown that the strain 
originates from enterotoxigenic E. coli (Dziva et al. 2013) and is therefore is 
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more closely related to enterotoxigenic E. coli isolates and Shigella than to any 
other member of the ExPEC family.  
 
Additionally, it has been observed that whilst most ExPEC are derived from 
limited clonal pools, the flexibility of the E. coli genome allows for ExPEC isolates 
to occur sporadically from other lineages (Johnson et al. 2006a). A criticism of 
these methods would be that recombination events are too frequent within E. 
coli populations, and if spontaneous recombination allows for ExPEC isolates to 
occur within other lineages, evolution of APEC begins appear increasingly 
random.   
 
While this study gave some insight into the phenotype and genotype of strain 
3770, the close genetic relationship between 3770 and LF82 in particular raises 
many questions that could be further explored. It would be interesting and of 
potential value to compare these genetically similar isolates for their ability to 
interact with human epithelial cell lines such as M cells and potentially a murine 
ileal loop model of Crohn’s Disease such as that seen in (Chassaing et al. 2011). 
As it has been repeatedly observed that UPEC strains and APEC strains share a 
lot of similarities CITE and that human UTIs can originate from APEC bacteria on 
food such as poultry products (Jakobsen et al. 2010, 2012; Bergeron et al. 2012; 
Manges and Johnson 2012), this line of research could suggest that the zoonotic 
potential of 3770 may not be limited to UTI alone.  
 
This study provides valuable information on an under‐studied subtype of APEC 
infection, which is a large problem within the poultry industry. Furthering our 
understanding of the pathogenesis of these isolates is an important task in order 
to provide better disease control measures. 
 
Our search for a specific pathotype for APEC perhaps could be reframed as a 
search for greater understanding of the various pathotypes within APEC 
populations. As we learn more and more about the complex relationships 
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between the bacteria and the host, and the complex relationships between the 
various subtypes of E. coli  – the assumption that isolates causing infections of 
the airsacs and those causing infections of the reproductive tract belong to a 
single ‘APEC pathotype’ begins to seem a little misguided and oversimplified. 
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Appendix I – Collingwood et al  
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